Estudio de los sideróforos y de las proteinas receptoras producidas por las bacterias patógenas de peces: "Photobacterium damselae subsp.psicicida y Aeromonas salmonicida subsp.salmonicida" by Valderrama Pereira, Andrea Katherine
A1.1 
 Anexos 1 
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 1. Lista de Secuencias  
 
 










































SEQ ID NO: 3. Secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 






























SEQ ID NO: 5. Secuencia de aminoácidos de la proteína rFrpA (plásmido 
pBAD) 
>rFrpA 











SEQ ID NO: 5. Secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 

































SEQ ID NO: 6. Secuencia de aminoácidos de la proteína rFrpA (plásmido 
pET20b(+) 
>rFrpA con 10 histidinas en el N-terminal 
 











SEQ ID NO: 7. Secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 
































SEQ ID NO: 8. Secuencia de aminoácidos de la proteína rFrpA (plásmido 
pET20b(+)) 
>rFrpA con 6 histidinas en el C-terminal 










            6His 
 
SEQ ID NO: 9. Secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 
































SEQ ID NO: 10. Secuencia de aminoácidos de la proteína rFrpA (plásmido 
pET20b(+) 
>rFrpA con 6 histidinas en el loop 5 








































































SEQ ID NO: 13. Secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 






































SEQ ID NO: 14. Secuencia de aminoácidos de la proteína rFstA (plásmido 
pET20b(+)) 
>rFstA con 6 histidinas en el loop 5 














2. Espectrometría de de masas para la identificación de las proteínas 
recombinantes, mediante Huella Peptídica (MALDITOF-TOF) 
 
 




FstA 6His en el loop 5. En verde se resaltan los fragmentos identificados 
 
 
3. Cromatogramas de la purificación 
sistema pBAD y la cepa BL21CodonPlus
 
Cromatografía de afinidad 
Healthcare Life Sciences). Tampones: Tris
imidazol 20 mM y OPOE al 1 % y Tris
al 1 %. 
 Desalting usando una columna HiTrap Desalting (GE Healthcare Life 
Sciences) y tampón Tris
10His-rFrpA, cuando se usó el 
 
usando una columna HisTrap de 5 mL (GE 
-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 
-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, y OPOE 






 Cromatografía de intercambio 
de 5 mL (GE Healthcare Life Sciences). rFrpA se eluyó usando gradiente 
linear de NaCl entre 0 y 1 M en Tris
 Cromatografía de filtración en gel usando una columna Superdex 200 
10/300 GL (GE Healthcare Life
8.0, NaCl 0.5 M, y OPOE al 1 %.
 
iónico usando una columna HiTrap Q XL 
-HCl 50 mM pH 8.0 y OPOE 1 %.






4. Cromatogramas de la purificación 10His
sistema pET20b(+) y la cepa BL21 (DE3)
 
 Ejemplo del cromatograma obtenido en la separación en la resina
afinidad de las muestras de ensayo de 
pET20b(+)). Se usó
HCl 50 mM pH 8.0 NaCl 0.5 M, imidazol 20 mM y OPOE al 1 %. rFrpA 
se eluyó con un gradiente lineal
Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M y OPOE al 1 %. 
 
 Cromatografía de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 
Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare Life Sciences) 
HCl 10 mM pH 8.0, NaCl 150 mM y LDAO al 0.05 %.
TB, 25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas 
OPOE al 7 %. 
-rFrpA, cuando se usó el 
 
expresión de rFrpA (plásmido 
 una columna HisTrap de 5 mL equilibrada con Tris










dio de cultivo 
 
 Cromatografía de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 
Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare Life Sciences) 
HCl 10 mM pH 8.0, NaCl 
25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas OPOE 
al 7 %. 
 
 
 Cromatografía de filtración en gel usando una columna HiPrep 26/60 
Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare Life Sciences) 
HCl 25 mM pH 8.0, NaCl 350 mM y LDAO al 0.1 %. Medio de cultivo TB, 
25 ºC durante 30 h. Detergente de solubilización de membranas Elugent 
al 5 %. 
 
con el








5. Cristalografía de Rayos X de rFrpA 
 Cristal 5 de rFpA en el loop. 
 
 Modelo preliminar de la estructura de rFrpA 
 
A1.16 
 Mapa de densidad electrónica de rFrpA y ajuste del modelo preliminar 





 Comparación de los 
las diferentes condiciones de cultivo estudiadas para la expresión de 
rFstA. Se usó una columna HisTrap de 
Sciences). Tampones: Tris
mM y Elugent al 0.25
al 0.25 %.  
 
Cepa: E. coli BL21(DE3) con pET
medio LB, 37 ºC e inducción con IPTG durante 3 h (Curva verde en el 
cromatograma). 
de la purificación de rFstA 
Cromatografía de la cromatografía de
1 mL (GE Healthcare Life 
-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, imidazol 20 
 % y Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, y E







 afinidad De 
lugent 
 
Cepa: E. coli BL21(DE3) con pET
medio LB, 25 ºC e inducción con IPTG durante 16 h (Curva azul en el 
cromatograma).  
Cepa: E. coli BL21(DE3) con pET
medio TB, 25 ºC e inducción con IPTG durante 16 h (Curva azul en el 
cromatograma).  
Cepa: E. coli BL21(DE3) con pET
medio TB, 25 ºC, sin inducir y crecimient
cromatograma).  
 
-Loop6His-FstA. Condiciones de cultivo: 
 
-Loop6His-FstA. Condiciones de cultivo: 
 
 
-Loop6His-FstA. Condiciones de cultivo: 





7. HPLC-ESIMS de las Amonabactinas 
 Complejo Amo P 693-Fe(III)   Complejo Amo P 693-Ga(III)  
 
 




 Complejo Amo T 732-Fe(III)   Complejo Amo T 789-Fe(III)  
 
